











































infant  mortality  has  declined  progressively,  with  improvements  in  prenatal,  intra‐partum  and 
neonatal care, so congenital defects have come to represent an ever more significant proportion of 






group  of  birth  defects,  after  congenital  heart  defects.    There  is  a  huge  range  of  clinical  severity 
amongst  the  NTDs.    At  the  severe  end  of  the  spectrum,  open  lesions  affecting  the  brain 
(anencephaly, craniorachischisis) are  invariably  lethal before or at birth, and encephalocele can be 
lethal  depending  on  the  extent  of  brain  damage  during  herniation.  While  open  spina  bifida  is 
generally  compatible  with  postnatal  survival,  it  nevertheless  results  in  neurological  impairment 
below the level of the lesion which can lead to lack of sensation, inability to walk and incontinence. 
Associated  conditions  include  hydrocephalus,  which  often  requires  cerebrospinal  fluid  shunting, 
vertebral deformities, and genitourinary and gastrointestinal disorders.  Closed spinal lesions are less 








A  variety  of  malformations  are  included  under  the  overall  description  of  NTD.    However,  it  is 
important  to  examine  carefully  whether  these  are  abnormalities  of  the  embryonic  neurulation 




Failure of cranial neural  tube closure  results  in NTDs  in which  the brain neural  folds  remain open 
(Figure  1A)  and  exposed  to  the  environment.  With  continued  growth  and  differentiation,  the 
neuroepithelium  characteristically  appears  to  protrude  from  the  developing  brain,  termed 
exencephaly  (Figure  1B).    The  skull  vault  does  not  form  over  the  open  region  and  subsequent 
degeneration of  the exposed neural  tissue gives  rise  to  the  typical appearance of anencephaly, as 
observed  in  later human pregnancy or at birth  in rodents (Figure 1C)4. Human anencephaly can be 
subdivided into those cases mainly affecting the rostral brain and skull (meroacrania) and those also 
affecting  posterior  brain  and  skull  (holoacrania)  5.  Mouse  exencephaly  can  similarly  affect  the 









to  the  amniotic  fluid.  In  normal  embryos,  the  vertebral  arches  develop  from  the  sclerotomal 
component  of  the  axial mesoderm, which migrates  dorsally  to  surround  the  closed  neural  tube 
before undergoing cartilaginous and bony differentiation.   When the neural folds remain open, the 


















and  tethering  of  the  cord’s  lower  end.  Disorders  are  often  associated  with  lipoma  (as  in 
lipomyelomeningocele),  and  anorectal  abnormalities  such  as  anal  stenosis  or  atresia.  
Embryologically,  there  is  little  experimental  evidence  (e.g.  from  animal  models)  to  identify  the 
developmental origin of  closed  spinal  lesions,  although  the neurosurgical  literature  abounds with 










at  occipital,  parietal  or  fronto‐ethmoidal  locations,  allows  the meninges  to  herniate  creating  an 
extra‐cranial  mass.    In  severe  cases,  brain  tissue  can  also  herniate,  in  which  case  pathological 
analysis  reveals  relatively normal morphology with no evidence of  failed neural  tube closure  6.    In 
recent years, Meckel‐Gruber  syndrome,  in which occipital encephalocele  is a cardinal  feature, has 




also  result  from disturbance of  ‘cilia’ genes,  this has not generally been  reported  for open NTDs. 
Hence,  exencephaly/anencephaly  appear  developmentally  and  genetically  distinct  from 
encephalocele which should, therefore, not be considered an NTD in the strict sense of a defect that 
has  arisen  specifically  from  disturbance  of  neurulation.    Spinal  meningocele  resembles 





Often  included within  the NTD  category of malformations,  iniencephaly  is  a  severe defect of  the 








into  the  foramen  magnum,  blocking  circulation  of  cerebro‐spinal  fluid  (CSF)  and  leading  to 
hydrocephalus.    The origin of Chiari  II malformation  and  its  association with open  spina  bifida  is 
controversial. The persistently open neural tube is physically tethered to adjacent skin 9 and cannot 
ride upwards within  the vertebral canal, as occurs with  the normal, mobile  spinal cord.   This may 






















































































Gene‐gene  and  gene‐environment  interactions  are well  documented  in mouse models  of  NTDs. 
While most predisposing mouse mutations are recessive, with NTDs occurring only  in homozygotes 
15,  NTDs  also  occur  in  compound  heterozygotes  for  two  predisposing  genes,  or  in  single 
heterozygotes exposed to an adverse environmental  influence.   For example, NTDs  in splotch mice 
result from homozygosity for Pax3 mutations but can also occur in Pax3 heterozygotes as a result of 
interaction with mutations  in Nf1 or Grhl3 13. Environmental factors  including folate deficiency and 
arsenic can also exacerbate NTDs  in Pax3 homozygotes, or  induce NTDs  in  the usually unaffected 
splotch  heterozygotes  23.  It  seems  likely  that  the  majority  of  sporadic  human  NTDs  will  also 
ultimately  prove  to  result  from  two  or  more  heterozygous  genetic  risk  factors  co‐existing  in 













the  future  forebrain  (Closure  3)26.  The  open  regions  of  neural  folds  between  the  sites  of  initial 
closure  are  termed  ‘neuropores’,  and  these  close  progressively  as  the  neural  tube  ‘zips  up’  bi‐
directionally from the sites of Closures 1 and 2, and in a caudal direction from the site of Closure 3. 









of  closure  from  the  extreme  rostral  end  of  the  neural  plate  (‘adjacent  to  the  chiasmatic  plate’) 
appears  comparable  to mouse  Closure  3  27. However,  the  existence  of  a  Closure  2‐like  event  in 
human embryos  is  controversial:  some  authors describe  a  similar event  as  in  the mouse  28 while 
others  report  the  lack  of  an  initiation  event  between  Closures  1  and  3  27,29.    If  human  embryos 
indeed  lack a Closure 2 event,  then brain  formation must be achieved by neurulation progressing 
directly between Closures 1 and 3, with completion of a single cranial (rostral) neuropore.   Human 
populations could be polymorphic for Closure 2, an idea supported by the finding in mice of variable 
positioning of Closure 2 between  inbred  strains  18  (see above).  In  the SELH/Bc  strain, Closure 2  is 
entirely absent 30 leading to exencephaly in 17% of embryos. Strikingly, however, the remaining 83% 
of  SELH/Bc  embryos  manage  to  complete  cranial  neurulation  between  Closures  1  and  3, 
demonstrating  that  Closure  2  is  not  needed  for  brain  formation  even  in  the mouse.  The  human 



























of  the post‐lumbar  region:  the neural  tube, notochord,  somites  and hindgut.    The neural  tube  is 
formed  when  this  cellular  condensation  undergoes  ‘canalisation’,  converting  the  solid  neural 
precursor  into a hollow secondary neural tube.   Cell  lineage analysis shows that tissues of the  low 
body axis arise  from  the  same  stem cell population  37,  in contrast  to  the corresponding  tissues at 



























At  the  onset  of  neurulation,  lengthening  and  narrowing  of  the  initially  disc‐shaped  neural  plate, 
termed convergent extension,  is required to ensure the neural  folds are spaced sufficiently closely 
for closure  initiation  41. First described  in amphibia, convergent extension comprises  the  lateral  to 
medial displacement of cells in the presumptive mesoderm and neural plate. Cell intercalation in the 
midline  leads  to medial‐lateral narrowing  (convergence) and  rostro‐caudal  lengthening  (extension) 
of the body axis 42. At the molecular  level, convergent extension depends on a non‐canonical WNT 
signalling  cascade,  the  planar  cell  polarity  (PCP)  pathway  which  signals  via  frizzled  membrane 
receptors  and  cytoplasmic  dishevelled,  but  does  not  involve  downstream  stabilisation  of  beta‐
catenin 43. Specific  inhibition of PCP signalling  in Xenopus  laevis, by functional disruption of the key 
signalling molecule dishevelled (DVL), resulted in inhibition of convergent extension and gave rise to 
short, broad  embryos whose neural  folds  failed  to  close  44. At  the  cellular  level, PCP  signalling  is 
thought  to  control  polarized  cellular  motility,  in  particular  by  regulating  formation  of  stable 
mediolaterally oriented actin‐rich lamellipodia, which provide cell‐cell and cell‐matrix traction 42. 
 
In mice,  loss  of  function  of  the  core  PCP  pathway  genes  Vangl2  (the  homologue  of  Drosophila 
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strabismus/Van  gogh)  in  loop‐tail  mutant,  Celsr1  (the  homologue  of  Drosophila  flamingo/starry 














































































are  localised  circumferentially  in  the apices of all neuroepithelial  cells  56. Acto‐myosin contraction 
could  therefore  reduce  the apical  surface area of  the neuroepithelium and  contribute  to bending 
and closure of the neural folds.  Consistent with this, experimental disruption of the cytoskeleton by 
actin‐disassembling  drugs  such  as  cytochalasins  causes  exencephaly  in  cultured  rodent  embryos 
indicating a role in cranial neural tube closure 57. Higher doses of cytochalasin D also inhibit closure 
1,  but  spinal  neurulation  is  resistant  to  cytochalasin  D,  with  the  stereotypical  midline  and 
dorsolateral  bending  points  maintained  in  the  absence  of  apical  microfilaments  58.  These 
observations  using  cytoskeletal  inhibitors  are mirrored  in  studies  of mice with  null mutations  in 
genes  encoding  cytoskeletal  proteins  45.      Whereas  cranial  NTDs  are  seen  in  several  mice  with 
compromised  cytoskeletal  function  (e.g. Cfl1, Palld, Vcl mutants),  spinal neurulation  is  completed 
successfully in such embryos.  Only mice null for the cytoskeleton‐associated proteins Shroom3 and 
MARCKS‐like  1  (formerly  known  as MARCKS‐related  protein)  exhibit  both  exencephaly  and  spina 

































































































































Estimates vary as  to  the effect of FA supplementation on  the prevalence of NTDs. Even after high 
dose (4 mg) therapy in the MRC trial, 1% of pregnancies still had recurrent NTDs 67, a 10‐fold excess 
over  the  general  population  frequency.  It  appears,  therefore,  that  not  all  cases  of  NTDs  are 
preventable by folic acid, a conclusion supported by reports of NTD pregnancies recurring in families 





For  example, NTDs  in  the  splotch  (Pax3)  and  Cited2 mutant mice  are  reduced  in  frequency  and 
severity by  FA, whereas NTDs  in  the  curly  tail mutant mouse  are  resistant  72.  Inositol  is  the only 
vitamin‐like molecule to be required  for the normal rodent neural tube to close 73, and both myo‐
inositol  and D‐chiro‐inositol  can prevent NTDs  in  the  FA‐resistant  curly  tail NTD model  72.   Direct 
treatment of curly tail embryos in culture normalises low spinal neural tube closure, demonstrating 
that inositol’s action is independent of the maternal environment.  Moreover, inositol is also able to 
prevent  diabetes‐induced  NTDs  in  mice  and  rats  72,  arguing  for  a  general  effect  of  inositol  in 
enhancing neural tube closure. Indeed, targeted mutations in the Itpk1, Pip5kIc and Inpp5e genes of 
mice  produce NTDs  via  direct  disturbance  of  inositol metabolism  45.    The  observations  in mouse 
models together with  the  finding  that some human NTD pregnancies have  lower maternal  inositol 
concentrations  than unaffected pregnancies  74 has prompted  an ongoing  clinical  trial  to  evaluate 
inositol as a preventive agent for NTDs, alongside FA (www.pontistudy.ich.ucl.ac.uk). 
 
Conclusion 
NTDs represent arguably the best understood category of human birth defects. Many decades of 
research by developmental biologists, epidemiologists and clinicians has led to significant advances 
in our knowledge of the embryonic process of neurulation and its disorders, the patterns of variation 
of NTDs in human populations, and the role of folic acid in primary prevention.  Clinical methods 
have been developed and refined for the prenatal diagnosis and in utero surgical repair of NTDs.  
Much less well understood is the area of NTD genetics and, while there appears no doubt that 
genetic factors play a key (perhaps predominant) role in etiology, we are yet to define the principal 
genes that determine risk of human NTDs.  Advances in NTD genetics should herald a new era in 
which the complex sub‐types of these disorders will become discernible enabling, for example, much 
more precise targeting of preventive therapies.  Hence, some genetic sub‐types may require only 
low dose (e.g. 400 µg) FA for prevention, others may require higher doses (e.g. 4 mg), and others 
may be resistant to FA, necessitating the use of alternative preventive agents.  In few other areas of 
human biology is there a greater need for a multi‐disciplinary approach to such a complex 
developmental disorder. 
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Figure captions 
Figure 1 
Natural history of open cranial (A‐C) and spinal (D‐F) NTDs in mice.  After an initial failure of neural 
tube closure in either the midbrain (A) or low spine (D), the neuroepithelium continues to proliferate 
and undergoes neuronal differentiation, appearing to protrude from the surface of the embryo (B,E). 
This is termed ‘exencephaly’ in cranial lesions.  With continued gestation, the exposed 
neuroepithelium becomes damaged by continuous exposure to the amniotic fluid. Apoptosis and 
necrosis intervene so that, by the time of birth, the neuroepithelium has degenerated, yielding the 
phenotype of anencephaly (C) or myelocele (D).  Developmental stages indicated as E (embryonic 
day) or P (postnatal day).  Figures modified from: Dunlevy et al, 2006, FEBS Letters 580, 2803‐7 (A); 
Copp et al, 2003, Nature Reviews Genetics 4, 784–793 (B); Copp, 2005, Journal of Anatomy 207, 623‐
35 (C); Van Straaten & Copp, 2001, Anatomy and Embryology, 203, 225‐237 (D,E); Stiefel et al, 2003, 
Journal of Neurosurgery (Spine) 99, 206–213 (F). 
 
Figure 2 
Diagrammatic representation of the main events of neural tube closure in mouse (A) and human (B) 
embryos. The main types of NTD resulting from failure of closure at different levels of the body axis 
are indicated.  The red shading on the tail bud indicates the site of secondary neurulation in both 
species.  Disturbance of this process leads to closed spina bifida.  In each species the initial de novo 
closure event (Closure 1) occurs at the hindbrain/cervical boundary and closure spreads 
bidirectionally from this site.  In the mouse, a second de novo closure site (Closure 2) occurs at the 
forebrain/midbrain boundary with closure also spreading rostrally and caudally.  Closure 2 does not 
appear to occur in human embryos (B).  A third de novo initiation event (Closure 3) occurs in both 
species at the rostral extremity of the neural plate, with closure spreading caudally from here.  
Hence, in mice, closure is completed sequentially at the anterior neuropore, hindbrain neuropore 
and posterior neuropore.  In humans, owing to the lack of Closure 2, there are likely to be only two 
neuropores: anterior and posterior.  (C) Human embryo aged 35 days post‐fertilisation from the 
Human Developmental Biology Resource (www.hdbr.org).  Neurulation has recently been completed 
in the low spinal region.  The positions of Closures 1 and 3, and the directions of closure are marked.  
Note the relatively small size of the midbrain (red asterisk) in this human embryo compared with the 
mouse embryo (Figure 1D,E) which, in evolution, may have rendered Closure 2 an unnecessary 
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intermediate step in achieving cranial neural tube closure.  Part B modified from: Copp, 2005, 
Journal of Anatomy 207, 623‐35. 
 
Tables 
Table 1.  Environmental factors linked to the causation of NTDs in human pregnancy 
Category  Teratogenic agent  Proposed teratogenic mechanism 
Folate 
antagonists 
Carbamazepine  Inhibition of cellular folate uptake 
  Trimethoprim  Disturbance of folate‐related metabolism 
Gene 
expression 
dysregulation 
Fumonisin  Disturbance of sphingolipid biosynthesis 
and metabolism with effects on signalling 
pathways in neurulation 
  Valproic acid  Histone deacetylase inhibition leading to 
disruption of key signalling pathways in 
neurulation 
Glycaemic 
dysregulation 
Hyperglycaemia (in poorly controlled 
maternal diabetes mellitus) 
Increased cell death in neuroepithelium 
  Maternal obesity  Unknown 
Micronutrient 
deficiencies 
Folate  Disturbance of folate‐related metabolism 
  Inositol  Disturbance of phosphorylation events 
downstream of protein kinase C 
  Vitamin B12  Disturbance of folate‐related metabolism 
  Zinc  Unknown 
Thermal 
dysregulation 
Hyperthermia (e.g. maternal fever in 
weeks 3‐4 of pregnancy) 
Unknown 
For references to original literature, see: Copp & Greene, 2010, Journal of Pathology 220, 217‐30. 
 
Further Reading/Resources 
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Wyszynski DF, ed.  Neural Tube Defects: From Origin to Treatment. Oxford University Press, Oxford, 
2006, 15‐28. 
 
Related Articles 
Subtopic  Article title 
Nervous system development  Morphogenetic movements in the neural plate and tube, floor 
plate: Xenopus 
Nervous system development  Morphogenetic movements in the neural plate and tube, floor 
plate: Zebrafish 
Nervous system development  Morphogenetic movements in the neural plate and tube, floor 
plate: Mouse 
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